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Práce se zabývá sílou vazby kovových iontů v huminových gelech. Ke studiu bylo použito 
několik vzorků huminových kyselin tak, aby mohl být posouzen vliv postupu izolace vzorků 
a jejich výsledných vlastností na sílu vazby kovových iontů v jejich komplexech. U části 
vzorků byly blokovány některé funkční skupiny pomocí metylace. Množství aktivních 
funkčních skupin v jednotlivých vzorcích byla stanovena standardními titračními metodami. 
Kovové ionty vázané v huminových komplexech byly rozděleny do několika frakcí pomocí 
extrakce různými činidly (destilovaná voda, 1M MgCl2, 1M HCl a 0,025M NH4EDTA). Byly 
použity dvě extrakční metody: kontinuální a frakční. Při frakční extrakci probíhá vyluhování 
kovových iontů v jednotlivých činidlech vždy z původního komplexu, zatímco při kontinuální 
extrakci probíhá vyluhování postupně ve všech extrakčních činidlech v pořadí podle 
vzrůstající afinity činidla, tj. síly vazby kovových iontů ve vzorcích. Množství kovových 
iontů ve výluzích po extrakcích bylo stanoveno pomocí  UV-VIS spektrometrie. 
ABSTRACT 
This thesis deals with bond strength of metal ions in humic gels. Several samples of humic 
acids were studied to consider influence of samples isolation process and their consequent 
characteristics on bond strength of metal ions in their complexes.  Some functional groups 
was blocked by methylation at some samples. Amount of active functional groups in 
individual samples was determined by standard titration methods. Metal ions bound in humic 
complexes were divided into several fractions by extraction with different reagents (distilled 
water, 1M MgCl2, 1M HCl and 0,025M NH4EDTA). Two extraction methods were used: 
sequential and fractional. During the fractional extraction leaching of metal ions always 
proceeds in single agents from original komplex, whereas during the sequential extraction 
leaching proceeds gradually in all extraction agents in order according to rising afinity of 
agents, i.e. bond strength of metal ions in samples. Amount of metal ions in leaches after 
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Huminové kyseliny (HK) patří k rozsáhlé skupině organických sloučenin hnědé až černé 
barvy, které vznikají během rozkladu organické hmoty rostlinného původu. V přírodě se 
nejčastěji vyskytují v uhlí, rašelině a půdách, kde jsou zodpovědné za jejich úrodnost. HK 
mají aplikačně výhodné fyzikální a chemické vlastnosti a proto jsou využitelné v mnoha 
průmyslových a zemědělských odvětvích. Výzkum v této oblasti probíhá již řadu let, ale 
vzhledem ke složitosti jejich struktury i jejich fungování v přírodě zůstává v jejich struktuře, 
vlastnostech a chování stále dost nezodpovězených otázek. Vlastnosti, struktura a chemická 
reaktivita jsou důležité znalosti k pochopení funkce HK v půdě a jiných přírodních 
materiálech, stejně jako využití jejich potenciálu v praxi. 
HK jsou chemicky různorodé směsi sloučenin, a tedy nemohou být považovány za 
chemická individua a jejich složení tudíž nelze vyjádřit jedním strukturním vzorcem. Právě 
znalost stavebních složek HK a vztahů mezi těmito složkami je důležitá pro pochopení 
mechanismů, jakými tyto látky působí v přírodních systémech. Jednou z nejdůležitějších 
vlastností HK je jejich schopnost vázat na sebe kovové ionty za vzniku komplexů s různou 
stabilitou i biodostupností. HK jsou využitelné v oblasti ochrany životního prostředí jako 
imobilizátory těžkých kovů v půdách a vodách. 
HK se v přírodě vyskytují v pevném stavu, ve formě koloidních roztoků i nabotnalých 
gelů. Gelová forma je snadno připravitelná a dobře simuluje přírodní podmínky, proto byla 
vybrána pro studia v této práci. 
Hlavním úkolem této práce bylo zkoumání síly vazby kovových iontů v huminových 
komplexech jejich frakcionací pomocí různých extrakčních činidel. Měď má vysokou afinitu 





2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Huminové látky 
2.1.1 Úvod 
Už od dávných dob zemědělci věděli, jak významnou roli má působení organické hmoty 
na úrodnost půdy. Úrodnost půdy není podmíněna jenom organickou hmotou, ale i jinými 
půdními faktory. Ve skutečnosti je půda komplex, mnohosložkový systém navzájem se 
ovlivňujících látek, a vlastnosti půdy jsou podmíněny synergickým účinkem těchto 
vzájemných interakcí.1 
Jedním z hlavních problémů diskuze v oblasti huminových látek (HL) je nepřesná definice 
pro nejednoznačně specifikované složky půd. Velkou nevýhodou je, že neexistuje jednotná 
terminologie. Termín humus je užíván vědci, kteří se zabývají půdou, jako synonymum 
pro půdní organickou hmotu. Je tak označován veškerý organický materiál v půdě včetně HL. 
Současně je tento termín často užíván pro označení pouze HL.1 
Termín půdní organická hmota je obecně používán pro označení organických složek 
v půdě zahrnující nerozložené části rostlin a živočišné tkáně, produkty jejich částečného 
rozkladu a půdní biomasu. Tedy tento termín zahrnuje:1 
1. identifikovatelné organické látky s vysokou molekulovou hmotností, jako jsou 
polysacharidy a proteiny; 
2. jednodušší látky, jako jsou cukry, aminové kyseliny a další malé molekuly; 
3. huminové látky. 
Půdní organická hmota se dělí na přeměněné látky (humus) a na ty, které zůstaly 
v nezměněné formě. Humus se skládá z huminových látek a nehuminových látek. 
Nehuminové látky jsou všechny ty látky, které můžou být zařazeny do jedné z kategorií 
jednodušších látek, jako jsou cukry, aminové kyseliny, tuky a další. Huminové látky jsou 
ostatní neidentifikovatelné složky. Rozdělení půdní organické hmoty je znázorněno na Obr. 1. 
 
Obr. 1 Rozdělení organické složky půdy podle Webera1 
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2.1.2 Definice huminových látek 
HL jsou přírodní organické sloučeniny hnědé až černé barvy. Svojí strukturou připomínají 
velmi rozsáhlé komplexy makromolekul. Vznikají rozkladem rostlin, zbytků živočichů a to 
pomocí biologické aktivity mikroorganismů.2 Existují tři základní skupiny huminových 
látek:1 
• huminové kyseliny (HK) – látky, které jsou nerozpustné při hodnotách pH < 2, ale jsou 
zcela rozpustné v alkalických roztocích; 
• fulvinové kyseliny (FK) – látky, které jsou rozpustné v roztocích s jakoukoliv hodnotou 
pH; 
• huminy – látky, které jsou zcela nerozpustné. 
Rozdíly mezi huminovými a fulvinovými kyselinami mohou být vysvětleny rozdílem 
v molekulové hmotnosti, počtem funkčních skupin a rozsahem polymerizace.1 
HL se nejčastěji vyskytují v přírodních zdrojích, jako například v půdě, uhlí nebo rašelině. 
Tyto látky mají využití v celé řadě odvětví, a to díky pozitivním fyzikálním, chemickým 
a biologickým účinkům v půdě. A proto jsou také v posledních letech předmětem mnoha 
výzkumů.3 
2.1.3 Vznik huminových látek 
Vznik HL je jedna z nejméně prostudovaných oblastí chemie huminových látek.1 HL mají 
původ v rozkladu zbytků rostlin a živočichů, v procesu nazývaném humifikace.4 Pro vznik 
půdních HL bylo navrženo několik hlavních způsobů. Nejdůležitější z nich jsou znázorněny 
















Obr. 2 Mechanismus vzniku huminových látek v půdě podle Webera1 
Všechny čtyři způsoby probíhají v půdě současně, ale v různém rozsahu a s různou 
důležitostí.1 Například ligninový způsob vzniku HL převažuje ve vyčerpaných, chudých 




v lesních půdách. A kondenzace cukrů s aminy je hlavní při syntéze v půdách, kde se 
vyskytují hojné a prudké výkyvy kontinentálního podnebí.3 
2.1.3.1 Ligninová teorie 
Mnoho let se předpokládalo, že hlavním zdrojem HL v půdách je lignin. Podle této teorie není 
lignin plně využit půdními mikroorganismy a může se podrobit mnoha změnám zahrnujícím 
ztrátu methoxylových skupin (–OCH3), vytvoření o-hydroxyfenolů a oxidaci bočních 
alifatických řetězců, při které vznikají karboxylové skupiny (–COOH).5 
Zastáncem ligninové teorie byl především Waksman, který formuloval následující 
tvrzení:1 
• lignin i HK jsou hůře rozložitelné a obojí se rozkládají houbami a bakteriemi, 
• lignin i HK jsou částečně rozpustné v alkoholu a pyridinu, 
• lignin i HK jsou rozpustné v alkáliích a sráží se kyselinami, 
• lignin i HK obsahují methoxylové skupiny (–OCH3), 
• lignin i HK mají kyselou povahu, 
• při zahřívání ve vodných roztocích alkálií je lignin transformován na HK, které 
obsahují methoxylové skupiny, 
• HK se svými vlastnostmi podobají oxidovaným ligninům. 
Později byla navržena i pozměněná Waksmanova ligninová teorie, která je rozšířena 
o zařazení dalších makromolekul kromě ligninu. V tomto modelu jsou zvažovány jako možné 
prekurzory HL i další biopolymery vzniklé z rostlin (kutin, suberin) a mikroorganismy 
(melaniny a parafinové makromolekuly).3 
V běžných aerobních půdách je lignin přeměňován na huminové látky nebo odbourán 
na nízkomolekulární produkty. Houby, přítomné při degradaci ligninu, se nevyskytují v příliš 
vlhkých sedimentech. Proto tento způsob vzniku HL probíhá z větší části v humusu rašelinišť, 
jezerních sedimentů a špatně odvodnitelných půd.1 
2.1.3.2 Polyfenolová teorie 
V současné době nejuznávanější názor je, že hlavní stavební jednotky HL vznikají 
z polyfenolů ligninového původu nebo jsou syntetizovány mikroorganismy. Předpokládá se, 
že HL se tvoří v půdě běžně při procesu, ve kterém se první krok skládá z rozpadu všech 
rostlinných biopolymerů na jejich monomerní strukturní jednotky.3 V první cestě fenolické 
aldehydy a kyseliny, uvolněné z ligninu během jeho mikrobiologického rozkladu, podléhají 
enzymatické přeměně na chinony, které polymerizují na makromolekuly podobné HL.5 Podle 
Flaigových předpokladů poté, co je lignin zbaven vazby s celulózou během rozkládání 
rostlinných zbytků, boční řetězce jejich stavebních jednotek jsou oxidovány a demethylované 
ohebné polyfenoly jsou přeměněny na chinony pomocí enzymů (polyfenoloxidáza). Chinony 
následně reagují se sloučeninami obsahujícími dusík a polymerizují na huminové 




Druhá cesta je podobná první s tím rozdílem, že polyfenoly jsou syntetizovány 
mikroorganismy z neligninových uhlíkových zdrojů (celulóza). Polyfenoly jsou poté 
enzymaticky oxidovány na chinony a jsou přeměněny na huminové sloučeniny. Možnými 
zdroji fenolů pro vznik HL jsou lignin, mikroorganismy, nevázané fenoly v rostlinách 
a tanniny.5 
Vznik tmavě zbarvených sloučenin reakcemi, zahrnujícími chinony, není jediným 
případem v přírodě. Například se podílejí na vzniku melaninu ve zralém ovoci a zelenině 
po mechanickém poškození a během vzniku osemení.1 
2.1.3.3 Kondenzace cukrů s aminy 
Představa, že HL vznikají z cukrů, se datuje už od vzniku chemie huminových látek. Podle 
této myšlenky redukující cukry a aminokyseliny, které vznikly jako produkty mikrobiálního 
metabolismu, podléhají neenzymatické polymeraci za vzniku hnědých dusíkových polymerů.5 
Počáteční reakce tohoto způsobu vzniku HL zahrnuje kondenzaci aminové skupiny 
aminokyselin s aldehydickou skupinou cukru za vzniku Schiffovy báze a N-substituovaného 
glykosylaminu. Po sobě jdoucí reakce jsou příčinou rozpadu a ztráty molekul vody za vzniku 
trojuhlíkových aldehydů a ketonů, jako jsou acetol, glyceraldehyd, reduktony 
a hydroxymethylfurfural. Všechny tyto sloučeniny jsou velmi reaktivní a můžou okamžitě 
polymerizovat v přítomnosti aminosloučenin za vzniku hnědě zbarvených produktů 
podobných HL.3 
Hlavním nedostatkem této teorie je, že reakce při obvyklé půdní teplotě probíhá spíše 
pomaleji.1 Nicméně v půdách, kde ligniny nejsou rozšířené, nebo v půdním prostředí, kde se 
vyskytují drastické a časté změny, je tato reakce urychlena katalýzou půdních minerálů.3 
Pozitivní stránkou této teorie je, že reaktanty (např. cukry, aminokyseliny) jsou produkovány 
ve velkém množství prostřednictvím mikrobiálního metabolismu.1 
2.1.4 Struktura huminových látek a vlastnosti huminových kyselin 
Chemická struktura huminových látek je po dlouhou dobu předmětem mnoha zkoumání. 
Kvůli chemické složitosti huminových látek používá mnoho vědců pro studium struktury 
těchto látek degradační metody.6 HL jsou chemicky různorodé směsi sloučenin a nemůžou 
být tedy popsány jediným chemickým strukturním vzorcem. Ačkoliv je prakticky nemožné 
popsat HL jedním molekulovým vzorcem, je možné zobrazit obecnou strukturu „typické“ 
molekuly HK a FK na základě dostupných kompozičních, strukturních a funkčních dat a dat 
týkajících se chování. Obecné struktury obsahují základní strukturní části a typy funkčních 
skupin, které jsou běžné pro všechny molekuly HL. Klasická obecná struktura navržená pro 
půdní HK je znázorněna na Obr. 3 a pro FK na Obr. 4. Struktura a složení HK jsou patrně 
složitější než u FK.3 
Studium HK pomocí elektronového mikroskopu ukázalo, že se HK vyznačují tvorbou 
kruhů, řetězců a klastrů. Molekuly HK mají amfifilní charakter, obsahují hydrofobní 
i hydrofilní části. Tato skutečnost vedla k navržení micelárního modelu pro popis 
prostorového uspořádání atomů v molekule HK (viz Obr. 5).1 Existuje také teorie struktury 




pomocí slabých interakcí (van der Waalsovy, π-π, CH-π interakce a vodíková vazba). Znalost 
stavebních složek HL a vztahů mezi těmito složkami je důležitá, protože je jimi dána 
biologická funkce těchto látek.4 
Huminové kyseliny jsou komplexy a neurčité polydisperzní směsi různorodých 
polyelektrolytů a chovají se jako slabé polyelektrolytické kyseliny. Většina kyselosti v HK je 
způsobená obsahem karboxylových a fenolických OH skupin, které odštěpují proton H+ za 
vzniku aniontů. Jednou z nejdůležitějších vlastností těchto látek je jejich pufrační schopnost 
v širokém rozsahu pH.7 HK jsou adsorbenty, iontoměniče, biochemické regulátory 
a zásobárny.4 HK jsou definovány jako frakce HL, která není rozpustná v silně kyselých 
roztocích. Izolace HK z přírodních zdrojů je tudíž založená na okyselující alkalické extrakci. 
Přírodní zdroje jsou dány do roztoku, ve kterém se rozpustí HK. Ten je poté okyselen a to 
způsobí jejich vysrážení. Ačkoliv jsou HK sráženy z vodných roztoků o nízkém pH, 
neznamená to, že všechny pevné produkty budou rozpustné ve vodě.8 
 




















Obr. 5 Fotografie pevné HK z elektronového mikroskopu 
2.1.4.1 Prvkové složení huminových látek 
Obsah prvků v huminových látkách závisí na druhu matrice (rašelina, lignit, půda), ze které 
jsou tyto látky izolovány.3 Nejvíce obsaženými prvky v HL jsou uhlík, kyslík. Obsah uhlíku 
je v rozmezí od 50 hmot. % do 60 hmot. % a obsah kyslíku od 30 hmot. % do 35 hmot. %. 
Fulvinové kyseliny mají nižší obsah uhlíku (40–50 hmot. %), ale naopak vyšší obsah kyslíku 
(44–50 hmot. %). V menším množství je potom obsažen vodík (4–6 hmot. %), dusík (2–
6 hmot. %), síra (0–2 hmot. %) a fosfor.5 V praxi se prvkové složení často udává v poměrech 
H/C a O/C. Tyto poměry jsou často používanými indikátory HL a také umožňují odhadnout 
zastoupení funkčních skupin v molekule. Nižší hodnoty poměru O/C a H/C můžou znamenat 
vyšší zastoupení kyslíkatých funkčních skupin (např. –COOH) a cukerných složek, dále 
naznačují vyšší příspěvek alifatických složek v molekule.3 
Z hlediska funkčních skupin u HK připadá větší část kyslíku na chinon než 
na karboxylové, karbonylové a hydroxylové skupiny. U FK naopak připadá více kyslíku 
na ketonické skupiny. Významným rozdílem je, že téměř všechen vázaný kyslík ve FK je 
obsažen ve funkčních skupinách. Naproti tomu u HK se zdá, že se kyslík vyskytuje jako 
strukturní část jádra molekuly.1 
2.1.4.2 Funkční skupiny 
V HL se vyskytují různé typy funkčních skupin, např. karboxylová, fenolická OH, 
alkoholová OH a etherová skupina.5 Mezi hlavní kyselé skupiny v HK a FK patří 
karboxylové a fenolické OH skupiny. V hojném množství jsou také obsaženy alkoholové OH 
a karbonylové (C=O) skupiny, zatímco methoxylové (OCH3) skupiny se nacházejí v menších 
množstvích. Celková kyselost, jež je především daná přítomností karboxylové funkční 
skupiny, a obsah alkoholové OH skupiny u FK je vyšší než u HK. HK i FK obsahují přibližně 
stejné množství fenolických OH, všech C=O a OCH3 skupin. Ale obsah C=O skupin se 
relativně hodně mění, zejména v případě HK. Obsah chinonu v HK je obvykle vyšší než u FK 
a vyšší procento všech C=O skupin u HK se vyskytuje v chinonech než v případě FK. 
V podstatě všechen kyslík ve většině půdních FK je obsažen ve funkčních skupinách 




Schnitzer a Desjardins v roce 1966 zjistili, že během tvoření humusu se obsah COOH a C=O 
skupin zvyšuje, zatímco obsah fenolických, alkoholových OH a OCH3 skupin klesá.3 
2.1.5 Vazebné interakce 
V současné době se huminové látky velmi často využívají v oblasti ochrany životního 
prostředí. Proto je pro jejich efektivní využití nutné znát všechny možné vazebné interakce 
těchto látek s látkami, které se mohou v okolním prostředí vyskytovat. Díky znalostem 
o chemickém složení a vlastnostech HL můžeme odvodit různé typy vazebných interakcí 
těchto látek.9 Rozsáhlé studie ukazují, že málo HL v půdě je ve volné formě, ale mnoho jich 
je vázáno na různé složky půdy.1 Na základě dostupných informací můžeme předpokládat 
několik typů vazebných interakcí mezi huminovými látkami a cizorodými látkami 
(kontaminanty přítomné v půdě).9 
Iontová vazba 
Vzniká působením elektrostatických sil mezi některými přítomnými funkčními skupinami 
a ionty vyskytujícími se v roztoku. Vznik elektrostatické vazby se u HL vyskytuje v případě 
alkalických kovů a amoniaku.9 
Koordinační vazba 
Tento typ vazby je velmi důležitý z hlediska vazby těžkých kovů a následného odstranění 
z životního prostředí (vody a půdy). Na vznik koordinačních vazeb se v huminových látkách 
nejvíce podílí karboxylové a fenolické funkční skupiny. Tvorbu vazeb mezi kovy 
a huminovými látkami ovlivňuje i mimo jiné hodnota pH. Ve slabě kyselé oblasti se 
na vzniku těchto vazeb podílí hlavně karboxylové skupiny a při pH vyšším než 7 se podílí 
na koordinační vazbě i fenolické skupiny. Všeobecná stabilita vznikajících komplexů stoupá 
s rostoucí hodnotou pH. Nejvíce u iontů (Cu2+), které tvoří silné karboxylát-fenolické 
komplexy.9 
Kovalentní vazba 
Vznik kovalentní vazby mezi kontaminanty a huminovými látkami může být nekatalytický 
nebo katalytický za využití aktivity enzymů. Příkladem takovéto vazby je vazba anthracenu 
na HK izolované z půdy znečištěné polyaromatickými uhlovodíky. Kovalentní vazba na HL 
je stabilní vazba na polymerní strukturu. Vznik kovalentní vazby je v praxi předpokladem 
k imobilizaci kontaminantu a z tohoto hlediska je důležité zjistit, zda je tvorba vazby 
reverzibilní nebo ireverzibilní proces.9 
Vodíkové můstky 
Na základě přítomnosti některých funkčních skupin (amidová, laktamová, nitrilová) lze 
předpokládat vznik vodíkových můstků v huminových látkách. Tyto vazby se i přes svůj 






Hydrofóbní interakce vznikají při kontaktu nepolárních skupin (alkylových) nesených 
molekulami, které se nacházejí ve vodném prostředí. V tomto případě můžou interakce 
vycházet z působení van der Waalsových sil nebo z přesunu π-elektronů.9 
2.1.6 Interakce s minerálními složkami 
Rozsáhlé studie ukazují, že HL se spíše vyskytují v půdě vázané na jíl nebo jiné minerální 
složky půdy a velmi málo jich je ve volné formě. Interakcí HL s jinými sloučeninami v půdě 
vznikají níže popsané soli a komplexy:1 
Soli nízkomolekulárních organických kyselin 
Vznikají reakcemi organických kyselin (octová, šťavelová, fumarová a mléčná kyselina) 
s minerály (magnezit, kalcit, siderit) nebo solemi minerálních kyselin s vápenatými, 
draselnými a jinými kationty.1 
Soli alkalických kovů a kovů alkalických zemin 
Tyto soli se dělí na humáty (soli HK) a fulváty (soli FK). Vznikají reakcí alkalických kationtů 
(Na+, K+, Ca2+, Mg2+) s karboxylovými skupinami HL. Humáty a fulváty se vyskytují v půdě 
převážně jako směsi s hydroxidy železa a hliníku1 
Komplexy s kovy 
Jedna z nejdůležitějších vlastností HL je jejich schopnost reagovat s kovovými ionty 
za vzniku ve vodě rozpustných a nerozpustných komplexů, které mají rozmanitou chemickou 
a biologickou stabilitu a vlastnosti.5 Komplexy s kovy vznikají, když dvě nebo více 
uspořádaných pozic okolo iontu kovu jsou obsazeny donorovými skupinami jednoduchých 
ligandů, čímž se potom vytvoří vnitřní kruhová struktura. V půdě roli ligandů plní jednoduché 
organické sloučeniny a funkční skupiny HL. Anorganické kationty můžou být rozděleny 
do tří skupin podle jejich reaktivity s organickými ligandy:3 
„hard“ kationty – patří sem alkalické kovy a kovy alkalických zemin (Ca2+, Mg2+, K+ a Na+), 
tyto kationty se převážně účastní elektrostatických interakcí s „hard“ kyslíkovými ligandy; 
„soft“ kationty – patří sem Cd2+, Pb2+ a Hg2+, směřují k tvorbě více kovalentních vazeb 
s „intermediate“ a „soft“ ligandy; 
„borderline“ kationty – zahrnují většinu přechodných kovů (Fe3+, Cu2+, Zn2+ a Mn2+), mají 
povahu mezi „hard“ a „soft“ kovy a mají patrnou afinitu k „hard“ i „soft“ ligandům. 
Huminové látky se chovají jako přirození multiligandoví zprostředkovatelé kovových 
komplexů, protože každá molekula obsahuje velké množství aktivních center pro tvorbu 
komplexů s různou afinitou.3 
 Afinita funkčních skupin HL k tvorbě vazby s kovy klesá v následujícím pořadí: 
–O– > –NH2 > –N=N– > –COO– > –O– > C=O 




Schopnost kovových iontů tvořit komplexy klesá v pořadí: 
Fe3+ > Cu2+ > Ni2+ > Co2+ > Zn2+ > Fe2+ > Mn2+ 
Schopnost HK a FK tvořit komplexy vyplývá hlavně z toho, že obsahují kyslíkaté funkční 
skupiny, např. karboxylové, fenolické a karbonylové.1 
Nejdůležitější molekulové vlastnosti, které ovlivňují schopnost HL tvořit komplexy s kovy, 
jsou polyfunkčnost, polyelektrolytický charakter, hydrofilnost a schopnost tvořit 
mezimolekulové spojení a změny molekulových konformací.3 
Huminové kyseliny obvykle tvoří nerozpustné kovové komplexy, i přestože frakce HK 
jsou také schopné utvářet rozpustné kovové komplexy.10 
Organické komplexy s jíly 
Interakce organických látek s jílem má velké množství důsledků, díky kterým dochází 
ke změnám fyzikálních, chemických a biologických vlastností půdní matrice. Mezi 
mechanismy interakcí patří:1 
van der Waalsovy síly – vznikají mezi atomy v důsledku kolísání elektronové hustoty; 
vyskytují se u všech molekul, ale jsou spíše slabé; elektricky kladné kolísání v jednom atomu 
směřuje ke vzniku elektricky záporného kolísání v sousedním atomu a tím vzniknou přitažlivé 
síly; 
kationtové můstky – kationty s vyšší valencí slouží jako můstky mezi dvěma stejně nabitými 
strukturami HL; 
vodíkové můstky – vazby mezi polárními skupinami organických molekul a adsorbovanými 
molekulami vody s volným H+ iontem; síla samostatné vazby je malá, ale jsou aditivní, tudíž 
celková adsorpční energie může být znatelná; 
adsorpce do pórů jílu – uplatňuje se pouze u nízkomolekulárních FK o pH < 5,5. 
2.1.7 Modifikace huminových kyselin 
Huminové kyseliny jsou využitelné v mnoha oblastech, ale nízká mechanická odolnost, silná 
bobtnací schopnost ve vodě a vodných kyselých roztocích a celková rozpustnost v alkalických 
roztocích brání ještě širšímu využití HK. Modifikace HK může zvýšit jejich reaktivitu, 
tepelnou a chemickou odolnost a sorpční vlastnosti a může ovlivnit jejich rozpustnost. 
Konkrétně HK můžou být modifikovány formaldehydem a močovinou.11 
Derivatizace představuje jeden z nejdůležitějších prostředků v charakterizaci huminových 
kyselin. Cílem derivatizace je modifikace určitých vlastností HK v požadovaném způsobu 
(jednodušší detekce, odstranění vodíkových vazeb nebo snížení polarity HK). Derivatizace  
skupin –OH v HK je prováděna hlavně metylací jako relativně běžnou metodou substituce 
kyselého vodíku v –OH skupinách. Hlavním cílem metylace je odstranění silných vodíkových 
vazeb v HK vedoucí k vytvoření intra- a intermolekulárních agregátů, které snižují jejich 




Bioaktivita huminových kyselin je závislá na přítomnosti fenolových a karboxylových 
skupin, kdežto ketoskupiny a chinonové skupiny nemají prakticky žádný vliv na tuto vlastnost 
HK.13 
2.1.8 Využití 
Organická hmota jako jedna ze základních složek půdy zvyšuje její úrodnost a produktivitu. 
Jednou z nejdůležitějších a nejstudovanějších funkcí organické hmoty a huminových látek je 
schopnost hromadit a poskytovat živiny pro růst rostlin pomocí imobilizace a následné 
mineralizace. Organická hmota zlepšuje nejen fyzikální, ale i chemické, vyživovací 
a biologické vlastnosti půdy. Živiny jsou přítomny v organické hmotě uvnitř komplexu 
organických polymerů (N, P a S), na jejich povrchu jako výměnné anorganické kationty (Ca, 
Mg a K) a v organicky kompletovaných formách (mikroživiny Mn, Cu, Fe a Zn).3 Humus 
v půdách rovněž působí na výkon herbicidů a jiných zemědělských chemikálií. Mělo by být 
zdůrazněno, že důležitost každého daného činitele se mění podle druhu půdy a je závislá 
na takových podmínkách životního prostředí jako je klima a historie úrody.1 
Nejdůležitějším rysem HK je jejich schopnost vázat nerozpustné kovové ionty, oxidy 
a hydroxidy a uvolňovat je pomalu a nepřetržitě do rostlin, když jsou potřebné.14 Této 
schopnosti by se mohlo využívat i v oblasti ochrany životního prostředí. HL jsou schopné 
vázat kovy a další toxické látky jak z půdy, tak i z vody.15 Potenciální schopnost huminových 
látek tvořit komplexy s těžkými kovy jim umožňuje, aby byly užívány pro odstranění těžkých 
kovů z žijících organismů.16 
Humus má velký vliv na strukturu půd. Když chybí humus, půdy mají sklon stávat se 
těžšími a kompaktnějšími. Obsah snadno rozložitelných organických zbytků vede ke vzniku 
komplexních organických sloučenin, které vážou části půdy do strukturních jednotek 
nazývaných agregáty. A ty potom pomáhají udržovat kyprý a zrnitý stav půdy. Voda je tak 
lépe schopna se vsakovat a prosakovat do spodnějších částí půdy.1 
Humus se používá ve velké míře ve stavebnictví a to jako přísada na regulování rychlosti 
tuhnutí betonu. HL se také používají na barvení různých výrobků (např. dřevěné dýhy, 
Nylonu 6 a PVC plastů). HL vyráběné v komerčním měřítku se používají ve veterinární 
a humánní medicíně. Bylo zjištěno, že HK můžou reagovat s bakterií Micrococcus luteus. 
V tomto případě HL chrání organismus před porušením stěny buňky enzymem lysozymem. 
Hlavní důvod rostoucího zájmu o HK může být vysvětlen jejich antivirovým, 
profibrinolitickým, protizánětlivým a estrogenickým účinkem.16 
2.2 Gely 
Gely jsou koloidně disperzní systémy tvořené trojrozměrnou síťovou strukturou, která 
prostupuje celým disperzním prostředím. Spojité je nejen disperzní prostředí, ale i disperzní 
podíl. Disperzní částice nejsou schopné se pohybovat, vykonávají pouze vibrační pohyby.17 
I když je disperzní prostředí v gelech kapalné, mají gely v důsledku svého uspořádání 
mechanické vlastnosti charakteristické pro tuhé látky. Gely vypadají jako rosolovité pevné 




Gely a proces gelace se využívají v mnoha směrech lidské činnosti. Z hlediska výzkumu 
mají gely velký význam v lékařství a biologii, protože většina organismu živočichů a rostlin 
je tvořena z tohoto systému. V průmyslu se zase gelace využívá hlavně v technických 
procesech, jako je výroba vláken, aplikace lepidel a zpracování kůží. Na tvorbě gelů je dále 
založena řada pochodů v potravinářském průmyslu.17 
2.2.1 Vznik gelů 
Pojem gelace je vytváření nekonečné trojrozměrné síťové struktury. Slovo „nekonečná“ 
musíme chápat v tom smyslu, že rozměry vzniklé makromolekuly jsou stejné s rozměry 
makroskopické gelové fáze.18 
Gely můžeme připravit těmito třemi způsoby:18 
• změnou fyzikálního stavu – fyzikálně síťované gely, 
• chemickou reakcí – kovalentní gely, 
• bobtnáním xerogelu – přidáním rozpouštědla (v případě reverzibilních gelů). 
2.2.2  Dělení gelů 
Gely se dělí podle toho, zda obsahují či neobsahují rozpouštědlo:19 
• lyogely – obsahují ve své struktuře rozpouštědlo, vysušením tohoto gelu vznikne 
kompaktní xerogel, zvláštním druhem lyogelu je hydrogel (v tomto případě je 
rozpouštědlem voda); 
• xerogely – neobsahují rozpouštědlo. 
Dále se dělí podle jejich chování ve vysušeném stavu:17 
• reverzibilní gely – jejich vysušováním vznikají kompaktní xerogely, které jsou 
schopné přecházet zpět do původního stavu, a to bobtnáním (přidáváním disperzního 
prostředí); takto se chovají makromolekulární gely; 
• ireverzibilní gely – vznikají gelatinizací lyofobních solů; ve vysušeném stavu jsou 
porézní a při přidání disperzního prostředí jsou schopné určité množství kapaliny 
sorbovat, ale nedokážou se vrátit do původního stavu. 
2.2.3 Reverzibilní gely 
Reverzibilní gely mohou vznikat jak gelací roztoků vysokomolekulárních látek, tak 
i bobtnáním xerogelů. Při jejich vysušování ztrácí gel objem a vznikají kompaktní xerogely, 
které mohou přijímat kapalinu. Dochází ke zvětšování jejich objemu (bobtnání) a mohou se 
znovu dostat až do původního stavu před vysušením. Gelace je děj, v němž se spojováním 
molekulárních řetězců vytváří a dále zpevňuje prostorová síť. Místa, ve kterých vznikají 
vazby, jsou nazývána uzly (styčné body). Ty se mohou tvořit působením sil chemické nebo 
fyzikální povahy.18 
Chemické uzly 
Gely vzniklé chemickou cestou představují nekonečnou trojrozměrnou síťovitou strukturu, 




Vysušením z nich lze připravit xerogely, které přidáním rozpouštědla bobtnají. Zpět na gel by 
je bylo možno převést jediným způsobem, a to odbouráním chemických vazeb. Výsledný 
produkt by se však lišil od výchozího polymeru, protože může dojít ke zrušení i jiných vazeb, 
než těch, které vznikly při gelaci.18 
Strukturu s chemickými uzly lze připravit různými způsoby, např.:19 
• síťováním lineárního polymeru, 
• síťovací polymerizací. 
Při síťování lineárního polymeru nejprve vznikají větvené makromolekuly, jejichž 
hmotnost a stupeň rozvětvení postupně rostou. Čím je struktura rozvětvenější (rozsáhlejší), 
tím je její spojení s jinou velkou makromolekulou pravděpodobnější. Nekonečné trojrozměrné 
sítě se dosáhne až při dosažení určitého stupně reakční přeměny. Tento okamžik se nazývá 
bod gelace. Nejznámějším případem tohoto způsobu síťování je vulkanizace kaučuků.19 
Příkladem síťovací polymerizace je kondenzační polymerace a adiční polymerace. 
U tohoto způsobu síťování mohou vznikat spoje i mezi hotovými polymery. Základem je 
řetězová reakce, při které reaguje radikál s dvojnou vazbou.17 
Fyzikální uzly 
Fyzikálně síťované gely vznikají z roztoků polymerů. Části makromolekulárních řetězců se 
působením fyzikálních sil shlukují do útvarů, ty potom plní funkci uzlů. Takto vzniklé spoje 
bývají většinou v jednom nebo i ve třech rozměrech podstatně větší než chemické uzly.19 
Počátek vzniku těchto uzlů (gelace) může být zapříčiněn snížením afinity vysokomolekulární 
látky k rozpouštědlu, např. snížením teploty nebo přídavkem špatného rozpouštědla.18 
Uzlové oblasti fyzikálně síťovaných gelů se liší strukturou, velikostí, a hlavně pevností 
a dobou trvání, což má hlavní vliv na vlastnosti vzniklých gelů. Fyzikální uzly se tedy dělí 
na:17 
• gely s pevnými uzly – chovají se podobně jako gely s kovalentními vazbami; 
• gely se slabými uzly – vlivem napětí se rozpadají a soustava se chová jako velmi 
viskózní kapalina; je-li systém ponechán v klidu, přechází samovolně zpět na gel. 
Při gelaci je často pozorováno rovnoběžné uspořádání jednotlivých částí molekul, které 
spolu interagují. Stupeň orientace závisí na povaze vysokomolekulární látky 
a na podmínkách, při nichž gel vzniká. Přechod od nejjednodušších bodových kontaktů 
makromolekul ke krystalitům je spojitý. Krystality jsou struktury spojené styčnými body, 





Obr. 6 Spoje fyzikální povahy: a) amorfní gel, b) gel s krystalickými oblastmi17 
Faktory ovlivňující gelaci:17 
• vliv teploty – zvýšení teploty brání vzniku gelu, snížení teploty naopak podporuje 
gelaci; gely, které lze ohřátím převést na roztok a ochlazením roztoku zpět na gel, se 
nazývají termoreverzibilní; 
• vliv koncentrace – gelaci roztoků vysokomolekulárních látek vzrůst koncentrace 
napomáhá; roste tím četnost srážek makromolekul a zvětšuje se počet vazeb, které se 
tvoří v gelu; 
• vliv pH – pH roztoku má výrazný vliv na schopnost vodných roztoků amfoterních 
vysokomolekulárních elektrolytů (bílkoviny) gelatinizovat se; gelace nejlépe probíhá 
při hodnotě pH, která se rovná hodnotě pH izoelektrického bodu. 
2.2.4 Ireverzibilní gely 
Ireverzibilní gely vznikají gelací lyofobních solů. Ke gelaci dochází při snížení agregátní 
stálosti soustavy. Při odstranění stabilizačního faktoru dochází ke spojování částic ve větší 
shluky (agregáty), tím nastává koagulace. Když nedojde k úplnému odstranění ochranné 
vrstvy soustavy, tak dochází ke ztrátě stability jen u některé části povrchu částic. Tím se 
částice vzájemně spojují jen těmito místy. Ve vzniklé prostorové síti je uzavřeno disperzní 
prostředí.18 Odstranění stabilizačního faktoru můžeme provést např. přídavkem elektrolytu. 
To je potřeba provádět tak, aby částice nekoagulovaly, ale vytvářely prostorovou síť. Velký 
význam pro vznik těchto gelů má tvar částic. Vytvořit gel je jednodušší, jsou-li částice 
anizometrické. Důvodem je, že na hranách a hrotech jsou nejméně vyvinuty elektrické 
dvojvrstvy nebo solvátové obaly, tím pádem dochází ke spojování částic právě v těchto 
místech. U těchto částic je také potřeba pro vznik struktury menší množství disperzního 
podílu a je snazší odlišit podmínky gelace od podmínek koagulace.17 
Na rychlost vzniku gelu a vlastnosti gelu má velký vliv teplota a mechanické působení 
(např. míchání). Se zvýšením teploty se zvyšuje i rychlost gelace. Naopak mechanické 




2.2.5 Vlastnosti gelů 
Mechanické vlastnosti 
Už dříve bylo zmíněno, že se gel chová jako tuhá látka, i když obsahuje kapalné disperzní 
prostředí. Je tedy schopen do určité hodnoty odolávat tečnému napětí. Hodnota tohoto 
kritického napětí závisí na koncentraci uzlů a na jejich pevnosti. Gely, které obsahují 
chemické spoje, jsou obvykle značně elastické.18 
Některé reverzibilní i ireverzibilní gely s fyzikálními spoji mají tixotropní vlastnosti. 
Jestliže jsou síly poutající síťovou strukturu velmi slabé, lze gel pouhým protřepáním převést 
opět na sol. Těmito mechanickými účinky jsou rušeny slabé vazby mezi částicemi. Nechá-li 
se ztekucený sol stát v klidu, vazby jsou schopny se znovu obnovit a dojde ke gelaci.17 
Elektrická vodivost a difuzivita 
Protože disperzní prostředí gelu obsahuje disociované nízkomolekulární elektrolyty, které 
jsou obsažené i v původním solu, elektrická vodivost gelu je tedy stejná jako v původním 
solu.18 
Také difuzivita nízkomolekulárních látek v gelu je o něco nižší než v původním solu, 
i když při gelaci prudce vzrůstá viskozita soustavy. Malé molekuly a ionty rozpuštěných látek 
se v disperzním prostředí pohybují skoro stejně rychle jako v solu. Díky síťovité struktuře 
gelu není difuzivita nízkomolekulárních iontů v gelech téměř ovlivňována prouděním ani 
tepelnými konvekcemi.17 
Synereze 
Synereze je proces stárnutí gelu, probíhá u reverzibilních i ireverzibilních gelů. Je to 
samovolný děj, při kterém roste počet styčných bodů, síťovitá struktura se tím smršťuje a s ní 
i celý gel. Část původní přítomné kapaliny je vytlačována ven, protože zde pro ni není místo. 
Tento děj je pozorovatelný hlavně u čerstvých gelů a je podporován zvýšením teploty 
a přídavkem elektrolytů.17 
Bobtnání 
Bobtnání je pohlcování nízkomolekulárního rozpouštědla vysokomolekulární látkou 
(xerogelem). Xerogel při tom zvyšuje svou hmotnost a nabývá na objemu, tím vzniká lyogel. 
Bobtnání je samovolný děj, k němuž může docházet pouze u gelů reverzibilních.18 
Existují dva typy bobtnání:17 
• omezené bobtnání – probíhá, jestliže se bobtnání xerogelu zastaví ve stádiu lyogelu 
(není pohlcována další kapalina); může nastávat v případech omezené mísitelnosti 
polymeru a daného rozpouštědla; v soustavě vznikají dvě fáze; 
• neomezené bobtnání – v tomto případě se v systémech xerogel-rozpouštědlo bobtnání 
nezastavuje ve stavu lyogelu; při dostatečném množství rozpouštědla zanikají 
po dosažení určitého stupně nabobtnání styčné body a molekuly přecházejí do roztoku; 




O tom, jestli bude docházet k omezenému nebo neomezenému bobtnání, rozhoduje afinita 
polymeru k rozpouštědlu, struktura gelu a fyzikální podmínky (např. teplota, tlak, přítomnost 
jiných rozpuštěných látek). Při změně fyzikálních podmínek může také docházet k přechodu 
látky z omezeného bobtnání do neomezeného a naopak.17 
2.3 Extrakce 
Extrakce je proces oddělování jedné složky z kapalných a tuhých směsí pomocí kapalného 
rozpouštědla. Zvláštním případem je vyluhování neboli extrakce tuhých látek. Z tuhé fáze se 
kapalným rozpouštědlem (extrahovadlem) odstraňuje rozpustná složka. Struktura suroviny 
bývá různá a různá je i forma zadržování extrahované složky v ní. Extrahovaná látka může 
být prostoupená celou vrstvou tuhé fáze, jindy lpí jenom na jejím povrchu nebo může být 
součástí struktury tuhého materiálu.20 
Autor Gemma Rauret se ve svém článku zabývá extrakčními postupy pro stanovení 
těžkých kovů v kontaminované půdě a sedimentu. Mezi často používané extrakční postupy 
v půdách a sedimentech patří dvě skupiny metod. První je extrakční metoda jedním činidlem, 
ve které máme jeden extrakční roztok a jeden půdní vzorek. A druhou je kontinuální extrakční 
metoda, ve které několik extrakčních roztoků je postupně použito na stejný vzorek.21 
Práce autora A. M. Ure, která má spíše rešeršní charakter, se zaměřuje na zhodnocení 
různých druhů půdních analýz pro stanovení jednotlivých typů půdních složek a na jejich 
rozdílné účely. Detailněji jsou rozebrány především metody stanovení stopových prvků 
a těžkých kovů selektivní chemickou extrakcí. Pro stanovení těchto prvků lze využít celou 
řadu extrakčních činidel, z nichž zde autor popisuje ty, které jsou schopny extrahovat půdní 
složky mající vliv na růst rostlin, jejich zdraví a příjem živin. Výše zmíněná selektivní 
chemická extrakce je využívání v zemědělských laboratořích pro diagnostikování a studium 
možných vlivů nemocí z nedostatku nebo možné toxicity na úrodu a na zvířata. Na izolování 
a extrakci základních i toxických prvků z konkrétních půdních fází lze využít velké množství 
půdních extrakčních činidel (např. voda, EDTA, kyselina octová, NaNO3). Mezi tato činidla 
nejsou zahrnuty silné minerální kyseliny a směsi silných kyselin (lučavka královská), protože 
nenapadají výhradně pouze znečišťující prvky přítomné v nekřemičitých fázích, ale také části 
křemičité půdní matrice. Voda, NaNO3 a CaCl2 se hlavně používají na extrakci nejvíce 
mobilních a potenciálně dostupných fází kovů z půdních roztoků. Pro iontově-výměnnou fázi 
se jako činidlo používá hlavně octan amonný. V případě organicky vázaných kovů se 
na extrakci používá EDTA, které vytváří silné komplexy s mnoha kovy. Na extrakci 
z uhličitanové fáze se používá hlavně octan sodný okyselený na pH 5. Při extrakci z fáze 
obsahující oxidy železa a manganu se používá hydroxylamin hydrochlorid (NH2OH · HCl).22 
Autoři Tessier, Campbell a Bisson ve své práci popsali kontinuální extrakční metodu, která 
se používá pro dělení stopových kovů (Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Fe a Mn) do 5 frakcí (iontově 
vyměnitelné, vázané na uhličitany, vázané na Fe-Mn oxidy, vázané na organickou hmotu 
a residuální). Navzdory její rychlosti a relativní jednoduchosti, je tato technika obtížná 
v hledání jediného efektivního činidla v kvantitativním rozpouštění neresiduálních forem 




mnoho činidel, např. NH4OAc, NaOAc a MgCl2. U kovů vázaných na organickou hmotu 
jejich absolutní koncentrace klesá v tomto pořadí Fe > Mn > Cu > Zn > Pb > Ni.23 
Autoři Slavek, Wold a Pickering studovali ve své práci schopnost řady roztoků elektrolytů 
uvolňovat kovové ionty (Cu, Pb, Cd, Zn) nasorbované na 2 vzorky huminových kyselin. 
Ačkoli se působením minerálních kyselin nebo chelatačního činidla uvolňovalo velké 
množství nasorbovaného kovového iontu, výtěžky nikdy nebyly úplné. Koncentrované 
roztoky solí uvolnily okolo 80 % vázaného Zn a Cd a okolo 50 % Cu a Pb vázaných 
v organické hmotě. Každá ze zmíněných dvou HK uvolnily různá množství kovových iontů 
do většiny extrakčních činidel, tyto rozdíly byly způsobeny rozdílnými chemickými 
strukturami HK. Bylo zjištěno, že část těchto činidel (EDTA, (COOH)2) získala všechen 
absorbovaný kovový iont, ale ve většině zkoumaných systémů se extrakční výtěžek měnil 
s typem jílu, kovového iontu, se změnou pH a koncentrací činidla. Elektrolytická činidla 
(NH4NO3, NaCl, CaCl2, MgCl2) odstranila v případě Cu a Pb pouze okolo poloviny 
nasorbovaných iontů. Dále byla zkoumána schopnost různých extrakčních činidel 
uvolňujících kovové ionty nasorbované na jílovou suspenzi. Bylo zjištěno, že ve více než 
třech čtvrtinách studovaných systémů bylo vyextrahované množství podobné těm, kde chyběl 
jíl.24 
Autoři Pérez-Cid, Lavilla a Bendicho ve své práci srovnávali schémata běžné 
a ultrazvukem urychlené Tessierovy kontinuální extrakce. Byly porovnávány v podmínkách 
extrakční schopnosti, přesnosti, času působení a rozdělujících zákonitostí kovů. 
Extrahovatelné obsahy Cu, Cr, Ni, Pb a Zn byly měřeny plamenovou atomovou absorpční 
spektrometrií a analytické výsledky získané ze zmíněných dvou extrakcí byly statisticky 
porovnány. Žádné průkazné rozdíly nebyly nalezeny ve dvou prvních frakcích, avšak 
ve třetím a čtvrtém extraktu se extrakční schopnost obou metod lišila významně. Některé 
pokusy byly provedeny zkrácenou a zjednodušenou Tessierovou kontinuální extrakční 
metodou. Tudíž byl použit mikrovlnný ohřev místo tradičního zpracování (induktivní ohřev 
a magnetické míchání). Hlavním cílem této práce bylo najít podmínky ultrazvukové extrakce 
pro každý stupeň, které poskytnou stejnou extrakční účinnost jako původní Tessierova metoda 
s kratším časem působení. Běžná a ultrazvukem zrychlená Tessierova kontinuální extrakční 
metoda zajišťují podobná dělení pro Ni a Pb. Pro Zn, i přes význačné rozdíly v oxidovatelné 
frakci, použité dvě metody poskytují identické informace o pohybu prvku v prostředí. Pro Cu 
byla extrakční schopnost dosažená navrženou metodou srovnatelná s tou, která byla dosažená 
v běžné metodě ve dvou prvních frakcích. Nejslabších výsledků bylo dosaženo v případě Cr, 
který nebyl vyextrahovaný z žádné oxidovatelné frakce při použití zrychlené metody.25 
Autoři Silveira, Alleoni, O`Connor a Chang ve své práci testovali kontinuální extrakční 
metody pro tropické půdy s vysokým obsahem oxidů manganu a železa. Záměrem bylo 
rozšířit využití této metody pro měď, zinek, železo a mangan. Navrhovaná metoda 
poskytovala detailnější informace o rozložení kovů v tropických půdách a lepší popis 
různorodých složek půdní matrice. V půdách byly nalezeny proměnlivé celkové koncentrace 
mědi, ale koncentrace mědi z iontově vyměnitelné frakce byly obvykle poměrně nízké. Měď 
vázaná na slabě zkrystalizované frakce oxidu železa a snadno redukovatelné frakce oxidu 




tropických půdách je vázána hlavně na základní minerály a jejich zvětrané produkty. Je 
známo, že formy mědi vytváří silné komplexy s organickými ligandy, ale procento mědi 




3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie a použitá zařízení 
3.1.1 Chemikálie 
• huminové kyseliny 
• hydroxid sodný, Lach-Ner s.r.o. Neratovice 
• kyselina chlorovodíková 35%, Lach-Ner s.r.o. Neratovice 
• dihydrát chloridu měďnatého, PENTA Chrudim 
• chlorid hořečnatý, PENTA Chrudim a Lach-Ner s.r.o. Neratovice 
• titriplex II, Merck 
• bromid draselný, Sigma-Aldrich 
• octan vápenatý, Diedel-de Häen 
3.1.2 Přístroje a vybavení  
• UV-VIS spektrofotometr Hitachi U3900H 
• FT-IR spektrofotometr Nicolet Impact 400 
• centrifuga Rotina 46R, Hettich Zentrifugen 
• pH metr WTW pH 330 
• třepačka Heidolph Vibramax 100 
• automatický titrátor Schott Titroline Alpha 
• kombinovaný altimetr Mettler Toledo SevenMulti 
3.1.3 Software 
• Microsoft Excel 2007 
• Microsoft Word 2007 
• OMNIC 
• UV Solution 
3.2 Příprava huminových kyselin 
Huminové kyseliny použité v této práci byly připraveny různými způsoby. 
HK 1 byly připraveny alkalickou extrakcí z jihomoravského lignitu. Nejprve byl lignit 
extrahován směsí 0,5M NaOH a 0,1M Na4P2O7 v poměru 20 g lignitu na 1 dm3 roztoku. 
Po 12 hodinách extrakce byla vzniklá suspenze ponechána v lednici přes noc. Druhý den byl 
roztok nad pevnou fází slit do nádoby, ve které byl okyselen 20% HCl na pH = 1. Pevná fáze 
byla znovu extrahována 1 dm3 extrakčního roztoku. Po míchání, které trvalo 1 hodinu, byl 
roztok slit a okyselen 20% HCl na pH = 1. Okyselené roztoky byly ponechány přes noc 
v lednici. Vysrážené HK byly odděleny od roztoku odstředěním (4 000 RPM), dále byly 
několikrát promyty vodou a znovu byly odstředěny, dokud nebyly vymyty všechny 
chloridové ionty. Vzniklé HK byly vysušeny při 50 °C. Před přípravou gelu byly HK znovu 
promyty vodou, odstředěny a vysušeny. 
HK 2 byly připraveny také z jihomoravského lignitu. 120 g tohoto lignitu bylo smícháno 




extrahována na třepačce a následující den byl pevný podíl odfiltrován přes hustou tkaninu 
na sítu. Tuhý zbytek byl znovu extrahován 1 hodinu a poté oddělen filtrací. Oba filtráty byly 
postupným přidáváním 20% HCl okyseleny na pH = 1 a ponechány přes noc v lednici. 
Po odsátí roztoku nad sraženinou byla tato sraženina znovu rozpuštěna v 0,9 dm3 1M NaOH. 
Po 1 hodině byly vzniklé HK znovu vysráženy pomocí 20% HCl a ponechány přes noc 
v lednici. Po odsátí roztoku nad sraženinou byly HK odstředěny, opakovaně promyty vodou 
a vysušeny v sušárně při 50 °C. Vysušené HK byly zality 2 dm3 směsi HCl a HF (10 ml 
koncentrované HCl, 20 ml koncentrované HF a zbytek voda). Směs byla pravidelně 
promíchávána po dobu 48 hodin (vždy po 12 hodinách byl roztok HCl a HF vyměněn 
za čerstvý). HK byly potom opět odstředěny, opakovaně promyty vodou a vysušeny v sušárně 
při 50 °C. 
HK 3 byly připraveny tak, že 50 g lignitu bylo zalito 1 dm3 extrakčního roztoku (směs 
0,5M NaOH a 0,1M Na4P2O7). Extrakce probíhala přes noc za stálého protřepávání suspenze. 
Další den byl roztok zfiltrován přes hustou tkaninu a tuhý zbytek po filtraci byl znovu 
extrahován stejným činidlem po dobu 1 hodiny. Následně byla opět provedena filtrace. Oba 
filtráty byly okyseleny 20% HCl do pH = 1. Okyselený filtrát byl ponechán v lednici 
do dalšího dne a poté byla odsáta kapalina nad usazeninou. Sraženina byla od zbylého roztoku 
oddělena odstřeďováním a zalita 2 dm3 směsi HCl a HF (10 ml koncentrované HCl, 20 ml 
koncentrované HF a zbytek voda). Tato směs byla 24 hodin protřepávána a následně 
odstředěna. Poté byla usazenina znovu zalita směsí HCl a HF a 24 hodin protřepávána. 
Roztok byl znovu slit a usazenina byla promývána vodou s následným odstřeďováním. 
Získané HK byly vysušeny při 50 °C. 
HK 4 byly připraveny podobným postupem jako HK 3 s tím rozdílem, že po přidání směsi 
HCl a HF byla směs ponechána na míchačce přes noc. Následující den byla odstředěna 
a vysrážené HK byly promyty destilovanou vodou. Po opětovném odstředění byly HK 
dialyzovány na membránách (3 500 Da) proti destilované vodě po dobu 1 týdne (voda byla 
měněna každý den). Sušení bylo provedeno v lyofilizátoru při teplotě −15 °C. 
HK 5 byly zakoupeny od společnosti IHSS (International Humic Substances Society). 
Postup izolace je popsán na stránkách této společnosti.27 Vzorek používaný v této diplomové 
práci je izolován z leonarditu, což je přírodně oxidovaný lignit (tzv. oxyhumolit) těžený 
v Gascoyne Mine, Bowman County, North Dakota, U.S.A. Je to standard označený jako 
1S104H. 
3.3 Modifikace huminových kyselin 
U vzorků HK 1 a HK 5 byly blokovány některé funkční skupiny pomocí metylace. 4 g 
huminových kyselin byly smíchány s 16 cm3 chloroformu a 8 cm3 metanolu. Poté bylo 
přidáno 16 cm3 metylačního činidla (2M roztok TMS-N2). Směs se nechala míchat 2 hodiny 
na míchačce a poté byly přidány další 3 cm3 metylačního činidla. HK byly ponechány přes 
noc v digestoři, aby se všechna kapalina odpařila. Získané metylované HK byly vysušeny 




3.4 Příprava huminového gelu 
Nejprve byly huminové kyseliny pomalu rozpuštěny v roztoku hydroxidu draselného 
o koncentraci 0,5 mol·dm−3 v poměru 8 g práškových HK na 1 dm3 roztoku hydroxidu 
sodného. Vzniklý roztok byl po důkladném promíchání okyselen 35% kyselinou 
chlorovodíkovou na pH menší než 1. Nádoba se vzniklým gelem byla ponechána přes noc 
v lednici. Druhý den byl odsát čirý roztok nad gelem. Zbytek byl rozdělen do centrifugačních 
zkumavek na stejné hmotnosti a byl v centrifuze odstředěn (4 000 RPM, 15 °C, 15 minut). 
Supernatan nad gelem byl slit a gel byl promyt destilovanou vodou a znovu odstředěn. 
Po posledním (třetím) promytí byl gel odstředěn při 4 000 RPM, 15 °C, po dobu 30 minut. 
Připravený gel byl umístěn do exsikátoru s vodou, aby nevysychal. 
Směsný huminový gel byl připraven stejným způsobem jako výše zmíněný gel. Byl zde 
použit poměr 2,5 g nemetylované a 1,5 g metylované HK na 0,5 dm3 roztoku hydroxidu 
sodného o koncentraci 0,5 mol·dm−3. 
3.5 Charakterizace huminových kyselin a huminových gelů 
Huminové kyseliny byly promyty destilovanou vodou a vysušeny v sušárně při 50 °C. Vzorky 
všech huminových kyselin byly dále podrobeny elementární analýze na Ústavu struktury 
a mechaniky hornin Akademie věd České republiky na přístroji CHNSO Mikroanalyzátor 
Flash 1112 firmy Carlo Erba. 
Vzorky HK byly charakterizovány pomocí infračervené spektrometrie s Fourierovou 
transformací. Vzorky byly smíchány s KBr. Z těchto směsí byly vylisovány tablety, u kterých 
byla proměřena spektra v oblasti 500–4 000 cm−1. 
Dále bylo v jednotlivých vzorcích stanoveno množství aktivních funkčních skupin pomocí 
acidobazické titrace s elektrochemickou indikací. Pro stanovení celkové kyselosti vzorku 
huminových kyselin zpětnou titrací byl připraven roztok ze 100 mg HK a 100 ml NaOH 
o koncentraci 0,01 mol·dm−3, který byl míchán 1 hodinu. Roztok byl poté titrován HCl 
o koncentraci 0,05 mol·dm−3 automatickým titrátorem s konstantním přídavkem 0,05 ml 
v intervalu 30 s. Každých 5 s byly automaticky zaznamenávány naměřené hodnoty pH 
a vodivosti (celkový přidaný objem byl 30 ml). Pro stanovení celkové kyselosti a průměrné 
disociační konstanty vzorku huminových kyselin přímou titrací byla připravena suspenze 
obsahující 100 mg HK ve 100 ml destilované vody, která byla míchána minimálně 24 hodin. 
Suspenze HK ve vodě byla poté titrována roztokem NaOH o koncentraci 0,05 mol·dm−3 
automatickým titrátorem s přídavkem 0,05 ml v intervalu 5 minut. Každých 30 s byly 
zaznamenávány naměřené hodnoty pH a vodivosti (celkový přidaný objem byl 30 ml). Pro 
stanovení karboxylátové kyselosti vzorku huminových kyselin byl připraven roztok 
obsahující 100 mg vzorku HK, 10 ml Ca(CH3COO)2 o koncentraci 0,5 mol·dm−3 a 40 ml 
vody. Dále byl připraven slepý vzorek obsahující 10 ml Ca(CH3COO)2 o koncentraci 
0,5 mol·dm−3 a 40 ml vody. Roztoky byly míchány minimálně 24 hodin. Poté byly roztoky 
přefiltrovány a promyty destilovanou vodou. Uvolněná kyselina octová byla stanovena titrací 
roztokem NaOH o koncentraci 0,1 mol·dm−3 s přídavkem 0,05 ml v intervalu 30 s. Každých 
5 s byly zaznamenávány hodnoty pH a vodivosti (celkový přidaný objem byl 10 ml). Celkové 




přebytku NaOH a celkové spotřeby při vytitrování kyselých skupin. A množství 
karboxylových skupin bylo určeno z rozdílu uvolněného množství kyseliny octové ve vzorku 
HK a ve slepém vzorku. 
U všech použitých gelů bylo stanoveno množství sušiny. Vzorky gelů z HK byly vysušeny 
v sušárně při 105 °C. Z rozdílů hmotností vzorků gelů před a po vysušení byl potom získán 
průměrný obsah sušiny. 
3.6 Příprava gelů s inkorporovanými měďnatými ionty 
Příprava komplexů probíhala u všech použitých gelů stejným způsobem. Plastové trubičky 
délky i průměru 1 cm byly naplněny připraveným gelem a ponořeny do roztoku CuCl2 
o koncentraci 0,1 mol·dm−3. Difúze probíhala ve skleněných dózách, které byly překryté 
parafilmem a skleněným víčkem, aby nedocházelo k vypařování roztoku. Difúze probíhala 
7 dní. 
3.7 Metody analýzy 
3.7.1 Ultrafialová a viditelná spektrometrie 
V této práci byla pro stanovení vyextrahovaných množství měďnatých iontů z huminového 
gelu použita ultrafialová a viditelná spektrometrie (UV-VIS). 
Podstatou této metody je absorpce ultrafialového a viditelného záření (200–800 nm) 
zředěnými roztoky molekul. Při této absorpci dochází k excitaci valenčních elektronů, které 
jsou součástí molekulových orbitalů. Podstatou přístrojů pro tuto metodu je měření zářivého 
toku.28 
Na kyvetu obsahující roztok vzorku dopadá zářivý tok Φ0. Prošlý zářivý tok je ochuzen 
o odražené, rozptýlené a absorbované záření. Předpokládejme, že rozhodující část úbytku 
záření připadá na jeho absorpci. Odraz a rozptyl zanedbejme. 
Transmitance T je relativní část prošlého záření. Často se uvádí v procentech. 
0Φ
ΦT =  (1) 
Φ0 … dopadající zářivý tok 
Φ … prošlý zářivý tok 
Absorbance je záporný dekadický logaritmus transmitance. Je-li absorpce záření nulová, je 
nulová i absorbance. 
Φ
Φ
TA 0loglog =−=  (2) 
Lambert-Beerův zákon – absorbance je přímo úměrná koncentraci absorbující látky 
a tloušťce absorbující vrstvy. 
lcA ⋅⋅= λε  (3) 




c … látková koncentrace [mol·dm−3] 
l … tloušťka absorbující vrstvy [cm] 
Ultrafialová a viditelná spektra se doplňkově využívají k identifikaci neznámé organické 
látky. Měření absorbance se často využívá k určení koncentrace sloučenin s chromofory. 
Obvykle se pracuje metodou kalibrační křivky. Měření je prováděno buď při vhodné vlnové 
délce, nebo jsou snímána celá spektra v krátkých časových intervalech.28 
3.7.2 Infračervená spektrometrie 
V této práci byla infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací (FT-IR) použita 
na charakterizaci vzorku huminových kyselin. 
Principem této metody je absorpce infračerveného záření molekulami látek. Infračervené 
záření má větší vlnovou délku a nižší energii. V FT-IR se běžně místo vlnové délky používá 
vlnočet (4 000–400 cm−1). Energie infračerveného záření již nestačí na změny elektronových 
stavů, způsobuje pouze změny vibračních a rotačních stavů molekul. V infračervených 
spektrech je sledována závislost transmitance nebo absorbance na vlnočtu absorbovaného 
záření.28 
FT-IR se používá v kvalitativní i kvantitativní analýze. Nejdůležitější je použití 
ve strukturní analýze a identifikaci organických i anorganických sloučenin. U této metody 
s využitím počítačového zpracování dat lze kvantitativně analyzovat i vícesložkovou směs 
změřením jednoho spektra.28 
3.7.3 Potenciometrie 
Potenciometrie je elektrochemická metoda založená na měření rovnovážného napětí 
galvanického článku při prakticky nulovém proudu. Článek je sestaven z měrné (indikační) 
a srovnávací (referentní) elektrody. Potenciál měrné elektrody závisí na koncentraci sledované 
látky, zatímco potenciál srovnávací elektrody je konstantní. Rovnovážné napětí, které je 
rozdílem těchto dvou potenciálů, je mírou koncentrace sledované látky. Potenciometrie se 
využívá v analytické chemii na biochemické a klinické analýzy, výzkum, monitorování 
kvality odpadních vod.28 
3.7.4 Konduktometrie 
Konduktometrie se v této práci používala na měření vodivosti roztoků. Vodivost G vyjadřuje 
schopnost elektrolytu vést elektrický proud. Je definovaná, jako převrácená hodnota 
elektrického odporu R. Její jednotkou je Siemens. 
R
G 1=  (4) 
Vodivost určíme snadno z Ohmova zákona: 
U
IG =  (5) 
Protože je vodivost závislá na geometrických vlastnostech vodiče, zavádí se měrná 
vodivost κ, která je převrácenou hodnotou měrného odporu. Vodivostní měření se provádí 




plastovou trubici, kterou umístíme do měřeného roztoku tak hluboko, aby byly ponořeny 
elektrody (z platiny, titanu, grafitu).28 
3.8 Extrakční experimenty 
3.8.1 Studium síly vazby mědi v huminových gelech 
Interakce gelů s měďnatými ionty probíhala tak, že celkem 12 plastových trubiček o délce 
i vnitřním průměru 1 cm bylo naplněno gelem a tyto trubičky byly ponořeny do roztoku 
CuCl2 o koncentraci 0,1 mol·dm−3 a objemu 150 ml. Po 7 dnech byla každá trubička nařezána 
strunou na 2 plátky. Nadifundované měďnaté ionty byly extrahovány z plátků prvních 
8 trubiček pomocí frakční extrakce a z plátků posledních 4 trubiček pomocí kontinuální 
extrakce. 
Frakční extrakce spočívala v tom, že vždy plátky ze dvou trubiček byly extrahovány 
v různých extrakčních činidlech. U prvních 2 trubiček byla použita jako extrakční činidlo 
destilovaná voda, u dalších dvou 1M MgCl2, dále 1M HCl a u posledních 2 trubiček byl 
použit 0,025M NH4EDTA. Objem extrakčního činidla byl vždy 10 ml a extrakce probíhala 
na vibrační třepačce 24 hodin. 
Při kontinuální (následné) extrakci byly plátky všech 4 trubiček extrahovány nejprve 
v destilované vodě, následně v 1M MgCl2, poté v 1M HCl a nakonec byly extrahovány 
v 0,025M NH4EDTA. Jako u předchozího druhu extrakce byl objem extrakčního činidla 
10 ml a extrakce také probíhala na vibrační třepačce 24 hodin. 
Po skončení extrakce byly ve všech případech gely odstředěny v centrifuze a roztoky 
nad gelem byly slity. Tyto výluhy byly nakonec proměřeny pomocí UV-VIS. Koncentrace 
Cu2+ iontů byly poté zjištěny metodou kalibrační křivky. V tomto případě byly použity 
kalibrační křivky CuCl2 ve vodě, CuCl2 v 1M MgCl2, CuCl2 v 1M HCl a CuCl2 




4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Charakterizace huminových kyselin a huminových gelů 
Výsledky elementárních analýz jsou uvedeny v Tabulka 1. Naměřené hodnoty jsou vztaženy 
na suchý vzorek HK bez popela. Z tabulky je zřejmé, že nejvíce C obsahuje HK 5, která je 
získaná z jiné suroviny (Leonardit) než ostatní vzorky HK (lignit). Leonardit se od lignitu liší 
tím, že je to organický materiál, který nedosáhl stavu uhlí a dále se od něj liší jeho vysokým 
oxidačním stupněm. Leonardit má oproti hnědému uhlí (lignitu) také vysoký obsah HK 
a karboxylových skupin. Nejvíce vodíku obsahuje metylovaná HK 1. Z tabulky je patrné, že 
metylací došlo ke zvýšení obsahu vodíku. To je způsobeno navázáním skupiny –CH3, kde je 
více vodíku než ve skupině –COOH. Nejméně vodíku obsahuje HK 5. Dále nejvíce dusíku 
obsahuje HK 4 a nejméně HK 2. V případě síry bylo největší množství nalezeno v HK 4 
a u ostatních HK byla nalezena malá množství.  Dále je zřejmé, že nejvíce kyslíku obsahuje 
HK 2 a nejméně obsahuje HK 1. V případě poměru O/C má největší poměr HK 2 a nejmenší 
poměr HK 3. V případě poměru H/C má nejvyšší poměr metylovaná HK 1 a nejnižší poměr 
má HK 5. 
Tabulka 1 Elementární složení HK v atom. % vztaženo na suchý vzorek HK bez popela 
HK č. C H N S O O/C H/C hm. % popela 
1 41,1 45,1 0,8 0,1 12,9 0,314 1,097 33,7 
metylovaná 1 37,7 46,8 0,8 0,1 14,5 0,385 1,241 33,7 
2 39,1 39,0 0,3 0,3 20,5 0,524 0,997 12,7 
3 43,9 40,2 0,7 0,2 15,0 0,005 0,916 1,9 
4 47,7 33,9 1,0 0,7 16,7 0,015 0,711 3,6 
5 48,1 33,2 0,8 0,2 17,7 0,368 0,690 2,6 
metylovaná 5 45,5 37,9 0,6 0,1 15,9 0,349 0,833 2,6 
U všech vzorků huminových kyselin bylo stanoveno množství aktivních funkčních skupin. 
Výsledky z tohoto měření jsou uvedeny v Tabulka 2. Na Obr. 7, Obr. 8 a Obr. 9 jsou 
znázorněny příklady naměřených titračních křivek pro stanovení celkové kyselosti vzorku 
HK 5 zpětnou titrací, pro stanovení celkové kyselosti a průměrné disociační konstanty vzorku 
HK 5 přímou titrací a pro stanovení karboxylátové kyselosti vzorku HK 5. Při srovnání 
celkové kyselosti s obsahem kyslíku ve vzorcích huminových kyselin bylo zjištěno, že HK 1 
má nejnižší obsah kyslíku i nejnižší celkovou kyselost. V případě vzorku HK 5, který je 
standardem společnosti IHSS, bylo zjištěno, že má největší obsah kyselých funkčních skupin 
a jeden z nejvyšších obsahů kyslíku. Obsah kyslíku v huminových kyselinách tedy souvisí 
s obsahem kyselých funkčních skupin. Kyslík se u HK nevyskytuje pouze v kyselých 




esterových a karbonylových skupin. V teorii bylo zmíněno, že nižší hodnoty poměru O/C 
a H/C můžou znamenat vyšší zastoupení kyslíkatých funkčních skupin, což se zcela 
nepotvrdilo. V případě HK 1 je příspěvek skupin COOH a OH k celkové kyselosti velmi 
podobný. U HK 2 a 3 je obsaženo více COOH skupin než OH skupin. Naopak HK 4 obsahuje 
více OH skupin než COOH. A v případě HK 5 je téměř celá celková kyselost tvořena COOH 
skupinami. Důvodem je, že Leonardit, ze kterého je tato HK izolována, obsahuje velké 
množství COOH skupin. Výše uvedené výsledky potvrzují, že příspěvky jednotlivých 
funkčních skupin k celkové kyselosti závisí jak na vlastnostech původní matrice, z níž jsou 
huminové kyseliny izolovány, tak na způsobu a podmínkách jejich izolace. S tím pak souvisí 
i disociační schopnosti jednotlivých funkčních skupin a jejich afinita ke kovovým iontům. 
Tyto vlastnosti nezávisí pouze na typu funkční skupiny, ale též na jejím okolí, takže ve 
struktuře huminových kyselin najdeme vždy poměrně širokou distribuci hodnot disociačních 
konstant a též vazebných sil mezi aktivními centry a kovovými ionty. 
Tabulka 2 Množství aktivních funkčních skupin v mmol·g−1pro všechny huminové kyseliny 










 1 4,12 2,22 1,90 5,88 
 2 4,88 3,74 1,14 6,87 
 3 4,58 2,74 1,84 9,33 
 4 6,34 2,57 3,77 7,89 
































































Obr. 8 Titrační křivky pro stanovení celkové kyselosti a průměrné disociační konstanty 
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Obr. 9 Titrační křivka pro stanovení karboxylátové kyselosti vzorku HK 5 a titrační 
křivka slepého vzorku 
Dále byla k charakterizaci všech vzorků huminových kyselin použita infračervená 
spektrometrie s Fourierovou transformací. Výsledky z tohoto měření všech nemetylovaných 
huminových kyselin jsou znázorněny na Obr. 10. 
Část spektra v rozmezí vlnočtů 3 600–3 000 cm−1 přísluší valenčním vibracím –
OH− skupin svázaných vodíkovými vazbami. Tento difúzní pás je natolik výrazný, že 
překrývá některé diagnosticky významné prvky spektra. Prostřednictvím vodíkových můstků 
vytváří makromolekuly HK složitou polymerní strukturu. Volným –OH− skupinám, které 
nejsou spojeny vodíkovou vazbou, náleží ostrý pík při 3 629 cm−1. Volným –NH2 skupinám 
náleží pík při 3 702 cm−1. Absorpční pásy v rozmezí vlnočtů 3 000–2 800 cm−1 připadají 
symetrickým a antisymetrickým valenčním vibracím –CH3 a –CH2– skupin. Jednotlivé pásy 
nelze přesně přiřadit jednak v důsledku částečného překrytí širokým pásem –OH− vibrací 
a jednak v důsledku polymorfního zastoupení uvedených skupin v různých molekulárních 
formách. 
Okolo vlnočtu 2 350 cm−1 se nachází oblast absorpce oxidu uhličitého ze vzduchu. Soubor 
pásů mezi 1 800–1 600 cm−1 přísluší valenčním vibracím karbonylové skupiny (1 720 cm−1), 
karboxylu a deformačním vibracím –NH3+ skupin ve strukturách aminokyselin. Jejich 
valenční vibrace v oblasti 3 130–3 030 cm−1 jsou opět překryty širokým pásem hydroxylu. 
Spřažené valenční vibrace C–O s rovinnými deformačními vibracemi O–H karboxylu jsou 
skryty ve složité oblasti 1 450–1 350 cm−1. Zde se projevují též kruhové a polokruhové mody 
aromatických struktur a deštníková vibrace koncových –CH3 skupin. Dále oblast vlnočtu 
1 200–1 000 cm−1 odpovídá absorpci fenolických a alifatických alkoholových (–OH) skupin. 
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Obr. 10 Naměřená IČ spektra pro všechny vzorky nemetylovaných huminových kyselin 
Z Obr. 10 je zřejmé, že v případě HK 1 dochází ke změně v oblasti okolo vlnočtu 1 200–
1 000 cm−1, která odpovídá absorpci fenolických a alifatických alkoholových skupin. U všech 
HK je v této oblasti především viditelný pík okolo 1 200 cm−1 , zatímco u HK 1 je výrazný 
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Obr. 11 Naměřená IČ spektra pro metylovanou HK 1 (mHK 1) a metylovanou HK 5 
(mHK 5) 
Z Obr. 11 je zřejmé, že metylovaná HK 1 se liší v několika oblastech vlnočtů. V oblasti 
vlnočtů 3 000–2 800 cm−1 má metylovaná HK 1 rozsáhlejší pás díky provedené metylaci. 
Z toho vyplívá, že mHK 1 obsahuje více metylových skupin než HK 1. Dále dochází ke 
zvětšení pásu v oblasti 1 750–1 735 cm−1, který odpovídá absorpci esterových skupin. Zase je 
to způsobené provedenou metylací a tedy zvýšením obsahu esterových skupin. U píků mHK 1 
okolo vlnočtu 1 450 a 1 250 cm−1 došlo k výraznému zvětšení oproti HK 1 díky metylaci. 
Oblast okolo vlnočtu 1 450 cm−1 odpovídá absorpci etherických můstkových skupin a oblast 
okolo vlnočtu 1 250 cm−1 odpovídá přítomnosti vazby C–O. 
U spektra pro metylovanou HK 5 dochází ke dvěma významným změnám oproti HK 5. 
V oblasti okolo vlnočtu 1 750–1 735 cm−1, která odpovídá absorpci esterových skupin, 
dochází ke zvětšení píku způsobeného metylací a tedy má vyšší obsah esterových skupin. Ke 
druhé změně dochází u pásu v oblasti okolo vlnočtu 1 450 cm−1 odpovídající absorpci 
etherických můstkových skupin. V tomto případě také dochází ke zvětšení pásu způsobeného 
metylací. 
Připravené huminové gely byly vždy podrobeny testu na množství sušiny. Hodnoty 
průměrných množství sušiny pro všechny gely jsou uvedeny v Tabulka 3. Z ní je patrné, že 
čím více sušiny obsahoval gel, tím více měl také aktivních funkčních skupin. Výjimkou jsou 
gely obsahující metylované HK, které měly zablokované funkční skupiny, a tím došlo ke 




Tabulka 3 Průměrná množství sušiny v hm. % pro všechny připravené gely a množství 
aktivních funkčních skupin v mmol·g−1pro všechny gely vztažené na 1 g gelu 
gel č. 
množství 













   
1 13,64 0 0,56 0,30 0,26    
směsný 1 12,54 0,375 0,32 0,17 0,15    
2 8,45 0 0,41 0,32 0,09    
3 10,44 0 0,48 0,29 0,19    
4 5,13 0 0,32 0,13 0,19    
5 5,84 0 0,39 0,38 0,01    
směsný 5 7,04 0,375 0,29 0,28 0,01    
4.2 Extrakční experimenty 
4.2.1 Studium síly vazby mědi v huminových gelech 
Při studiu síly vazby mědi v huminových gelech byly použity dvě extrakční metody, 
kontinuální a frakční. Během kontinuální extrakce byly gely extrahovány postupně ve čtyřech 
extrakčních činidlech podle stoupající afinity ke kovovým iontům, zatímco během frakční 
extrakce byly gely extrahovány v jednotlivých činidlech. To znamená, že během kontinuální 
extrakce jsou jednotlivé frakce měďnatých iontů extrahovány nejprve vodou, poté MgCl2, 
HCl a nakonec NH4EDTA. V případě frakční extrakce jsou extrahovány vždy všechny frakce, 
které dokáže dané extrakční činidlo vytáhnout a to vždy z původního komplexu. Použitím 
různých extrakčních činidel lze extrahovat z huminového gelu různě vázané Cu2+ ionty. Od 
volné mobilní frakce, kterou lze extrahovat vodou, přes iontově-výměnnou frakci (1M 
MgCl2), až po silně vázané a reziduální frakce (1M HCl a 0,025M NH4EDTA). Při 
kontinuální i frakční extrakci bylo dosaženo frakcionace Cu2+ iontů podle síly vazby 
v huminovém gelu. U frakční extrakce byla vyextrahovaná množství od sebe odečítána, 
protože silnější extrakční činidla dokážou vytáhnout i více frakcí. Síla vazby mědi 
v huminovém gelu závisí na poměru jednotlivých frakcí Cu2+ iontů. Se zvyšujícím se 
obsahem volné mobilní frakce klesá síla vazby mědi v huminových gelech. Naopak se 
zvyšujícím se obsahem silně vázané a reziduální frakce roste síla vazby mědi v huminových 
gelech. 
Výsledky získané pro gely 1, 2, 3, 4, 5, směsné gely 1 a 5 z obou extrakcí pro jednotlivé 
frakce jsou srovnány na Obr. 12, Obr. 13, Obr. 14, Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17 a Obr. 18. 
V případě všech gelů musí být obsahy mobilní frakce stejné u obou způsobů extrakce, protože 
jak při frakční, tak při kontinuální extrakci je voda jako extrakční činidlo aplikováno na 




vzorek zbavený mobilní frakce podroben další extrakci silnějším činidlem, takže výsledky pro 
další frakce se obecně liší. Tento první krok kontinuální extrakce je ale vlastně shodný 
s extrakcí frakční. Množství silně vázané frakce je při kontinuální extrakci větší než při 



















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 
Obr. 12 Srovnání obsahu mědi v gelu 1 mezi frakční a kontinuální extrakcí pro jednotlivé 
frakce 
V případě gelu 2 je obsah mobilní frakce stejný u obou způsobů extrakce a obsah iontově-
výměnné frakce přibližně stejný u obou způsobů extrakce. Množství silně vázané frakce při 
kontinuální extrakci je větší než při frakční. A je stejné jako u iontově-výměnné frakce. Obsah 




















mobilní iontově-výměnná             silně vázaná                  reziduální
frakce                         frakce                           frakce                          frakce
 





V případě gelu 3 jsou obsahy všech frakcí stejné u obou způsobů extrakce. Výjimkou je 



















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 
Obr. 14 Srovnání obsahu mědi v gelu 3 mezi frakční a kontinuální extrakcí pro jednotlivé 
frakce 
V případě gelu 4 je množství mobilní frakce stejné u obou způsobů extrakce. Obsahy 
iontově-výměnné a silně vázané frakce jsou vyšší při kontinuální extrakci než při frakční. 
Množství reziduální frakce při kontinuální extrakci je mnohem menší než při frakční. A při 




















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 





V případě gelu 5 je obsah mobilní a silně vázané frakce stejný u obou způsobů extrakce. 
Množství iontově-výměnné frakce při kontinuální extrakci je větší než při frakční. Naopak 
množství reziduální frakce při frakční extrakci je mnohem větší než při kontinuální extrakci. 
Obsah reziduální frakce při frakční extrakci je vyšší než obsahy iontově-výměnné a silně 
vázané frakce. Což může být způsobeno tím, že gel 5 je vyroben z HK, která je izolovaná 




















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 
Obr. 16 Srovnání obsahu mědi v gelu 5 mezi frakční a kontinuální extrakcí pro jednotlivé 
frakce 
V případě směsného gelu 1 je množství mobilní frakce stejné u obou způsobů extrakce. 
Množství iontově-výměnné a silně vázané frakce při kontinuální extrakci je větší než při 
frakční. Naopak množství reziduální frakce při frakční extrakci je větší než při kontinuální. 





















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 
Obr. 17 Srovnání obsahu mědi ve směsném gelu 1 mezi frakční a kontinuální extrakcí 
pro jednotlivé frakce 
V případě směsného gelu 5 obsahy všech frakcí při kontinuální extrakci jsou o trochu nižší 



















mobilní iontově-výměnná          silně vázaná                reziduální
frakce                        frakce                         frakce                       frakce
 
Obr. 18 Srovnání obsahu mědi ve směsném gelu 5 mezi frakční a kontinuální extrakcí 




Srovnání obsahu jednotlivých frakcí měďnatých iontů při frakční extrakci je znázorněno na 
Obr. 19. Po srovnání těchto frakcí je zřejmé, že všechny gely obsahovaly nejméně reziduální 
frakce a vždy nejvíce mobilní frakce. Výjimkou je gel 5, kdy bylo vyextrahováno mnohem 
více reziduální frakce než iontově-výměnné a silně vázané oproti ostatním gelům. Může to 
být způsobeno tím, že tento gel je vyroben z HK, která je oproti ostatním izolovaná z jiné 
suroviny. A dále gel 4, kdy bylo vyextrahováno více reziduální frakce než silně vázané. 
V tomto případě to mohlo být způsobeno tím, že při izolaci byla tato HK nakonec vymražena 













































Při kontinuální extrakci obsahovaly všechny gely minimální množství reziduální frakce, 
což je způsobeno tím, že HCl vyextrahovala veškerou silně vázanou a většinu reziduální 
frakce. U všech gelů byla v největším zastoupení volná mobilní frakce. V případě gelu 1 a 2 
byly obsahy iontově-výměnné a silně vázané frakce přibližně stejné. U všech ostatních gelů 
následovaly obsahy jednotlivých frakcí měďnatých iontů řadu: mobilní > iontově-výměnná > 
silně vázaná > reziduální. 
Na Obr. 21 je znázorněna závislost poměru silně a slabě vázaných frakcí na poměru 
karboxylové a hydroxylové kyselosti. Silně vázané frakce jsou silně vázaná a reziduální 
a slabě vázané jsou volná mobilní a iontově-výměnná frakce. Na Obr. 21 jsou srovnány pouze 
gely vyrobené z HK, které byly izolované z lignitu. Byly tedy vynechány gely vyrobené 
z HK, které byly izolované z Leonarditu. Z grafu je patrné, že čím nižší je poměr obsahu 
karboxylových a obsahu hydroxylových skupin, tím vyšší je poměr silně a slabě vázaných 
frakcí. Výjimkou je gel 1, který má stejný poměr obsahu karboxylových a obsahu 
hydroxylových skupin jako směsný gel 1, ale má nižší poměr silně a slabě vázaných frakcí 
než tento gel. 
Závislost obsahu iontově-výměnné frakce měďnatých iontů na celkové kyselosti je 
znázorněna na Obr. 22. Z grafu je patrné, že čím více obsahoval gel aktivních funkčních 
skupin, tím více obsahoval iontově-výměnné frakce. Výjimkou jsou gely obsahující 
metylované huminové kyseliny, které i přes zablokování aktivních funkčních skupin, obsahují 
více iontově-výměnné frakce než některé gely bez metylovaných huminových kyselin. 
Dále na Obr. 23 je znázorněna závislost obsahu iontově-výměnné frakce měďnatých iontů 
na pKa. Hodnoty pKa jsou zdánlivé a jsou to jejich střední hodnoty. V HK vždy existuje 
distribuce pKa, protože funkční skupiny mají různá okolí, která ovlivňují disociační 
schopnosti funkčních skupin a jejich afinitu ke kovovým iontům. Tyto hodnoty byly 
vypočítány z Henderson-Hasselbachovy rovnice. Z obrázku je zřejmé, že se u této závislosti 
neprojevil žádný trend. HK 1 a její metylovaná forma mají stejnou střední hodnotu pKa, ale 
různý obsah iontově-výměnné frakce. HK 1 má vyšší obsah této frakce než metylovaná HK 1. 
V případě HK 5, které mají také stejné hodnoty pKa, je to naopak. Metylovaná HK 5 má vyšší 


















Obr. 21 Závislost poměru silně a slabě vázaných frakcí na poměru karboxylové 




























Obr. 22 Závislost obsahu iontově-výměnné frakce Cu2+ iontů na celkové kyselosti 































Obr. 23 Závislost obsahu iontově-výměnné frakce Cu2+ iontů na pKa (metylované HK 
jsou označeny červenými body) 
Dále bylo srovnáno celkové adsorbované množství měďnatých iontů v huminových gelech 
s celkovým obsahem sušiny v gelech. Toto srovnání je znázorněno na Obr. 24. Pokud 
nebereme v úvahu gely obsahující metylované huminové kyseliny, tak je z grafu zřejmé, že 
u gelů vyrobených z HK izolovaných z lignitu adsorbované množství měďnatých iontů závisí 
na obsahu sušiny v gelu. Čím více sušiny obsahuje gel, tím více se do tohoto gelu naadsorbuje 
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Obr. 24 Závislost adsorbovaného množství Cu2+ iontů na obsahu sušiny v gelech 




Závislost adsorbovaného množství měďnatých iontů v huminových gelech na obsahu 
aktivních funkčních skupin je znázorněna na Obr. 25. Z grafu je zřejmé, že adsorbované 
množství Cu2+ iontů závisí na obsahu aktivních funkčních skupin. Poté bylo srovnáno 
adsorbované množství měďnatých iontů v huminových gelech s obsahem karboxylových 
skupin. Toto srovnání je znázorněno na Obr. 26. Z tohoto obrázku je zřejmé, že čím více 
karboxylových skupin obsahovala huminová kyselina, tím více se do gelu naadsorbovalo 
měďnatých iontů. Výjimkou je HK 4. I přesto že obsahuje méně karboxylových skupin, tak se 
do jejího gelu naadsorbovalo velké množství měďnatých iontů. Důvodem může být to, že na 
rozdíl od jiných lignitických huminových kyselin byla vymražená. Zajímavé je, že do této 





























Obr. 25 Závislost adsorbovaného množství Cu2+ iontů na obsahu aktivních funkčních 































Obr. 26 Závislost adsorbovaného množství Cu2+ iontů na obsahu karboxylových skupin 
vztaženo na 1 g HK (metylované HK jsou označeny červenými body) 
Na Obr. 27 je znázorněna závislost adsorbovaného množství měďnatých iontů na poměru 
obsahu uhlíku a obsahu kyslíku. Z grafu je zřejmé, že čím vyšší je poměr C/O, tím více 
měďnatých iontů obsahoval gel. Výjimkou je HK 2, která má menší poměr C/O než HK 3, ale 




























Obr. 27 Závislost adsorbovaného množství Cu2+ iontů na poměru obsahu uhlíku 





Dále byl v této práci srovnán obsah jednotlivých frakcí měďnatých iontů a poměr C/O. 






















Obr. 28 Závislost obsahu mobilní frakce na poměru C/O vztaženo na 1 g HK 






























Obr. 29 Závislost obsahu iontově-výměnné frakce na poměru C/O vztaženo na 1 g HK 





























Obr. 30 Závislost obsahu silně vázané frakce na poměru C/O vztaženo na 1 g HK 
(metylované HK jsou označeny červenými body) 
U všech frakcí závisí její obsah na poměru C/O tak, že čím větší poměr C/O, tím větší 
obsah frakce měďnatých iontů. U mobilní frakce je výjimkou HK 2, která má menší poměr 
C/O než HK 3, ale naadsorbovalo se na ni více mobilní frakce než na HK 3. A dále je 
výjimkou HK 4, která má také menší poměr C/O než HK 5, ale naadsorbovalo se na ni více 
mobilní frakce než na HK 5. 
U silně vázané frakce je opět výjimkou HK 2, která má opět menší poměr C/O než HK 3, 
ale naadsorbovalo se na ni více silně vázané frakce než na HK 3. 
A nakonec byl srovnán obsah silně vázané frakce s poměrem C/H. Toto srovnání je 
znázorněno na Obr. 31. Čím vyšší je poměr C/H, tím nižší je obsah silně vázané frakce 






























Obr. 31 Závislost obsahu silně vázané frakce na poměru C/H vztaženo na 1 g HK 
(metylované HK jsou označeny červenými body) 
Byly testovány i jiné korelace, ale nebyly u nich prokázány žádné trendy. Huminové 
kyseliny jsou velmi složité materiály a na sílu vazby má vliv celá řada faktorů, které se 
vzájemně kombinují. A to způsobuje, že v některých korelacích nemusí být objeven žádný 
trend. Těmito faktory jsou zejména složení, struktura a vlastnosti huminových kyselin, obsah 
jejich funkčních skupin a distribuce pKa. Všechny tyto charakteristiky závisí jednak na 
původu huminových kyselin, tj. typu a vlastnostech zdrojové suroviny, jednak na způsobu 
a podmínkách jejich izolace, např. způsobu čištění vzorků, při kterém dochází k částečnému 






Cílem této práce bylo prostudovat sílu vazby kovových iontů v huminových gelech. Ke studiu 
bylo použito několik vzorků huminových kyselin tak, aby mohl být posouzen vliv postupu 
izolace vzorků a jejich výsledných vlastností na sílu vazby kovových iontů v jejich 
komplexech. Získané poznatky jsou shrnuty dále: 
• Huminový gel byl připraven rozpuštěním huminových kyselin v 0,5M NaOH. Vzniklý 
humát sodný byl okyselen 35% HCl na pH menší než 1. 
• Huminové kyseliny byly charakterizovány několika způsoby. Nejprve bylo u všech 
vzorků huminových kyselin stanoveno množství aktivních funkčních skupin. Po 
srovnání získané výsledky potvrzují, že příspěvky jednotlivých funkčních skupin 
k celkové kyselosti závisí jak na vlastnostech původní matrice, z níž jsou huminové 
kyseliny izolovány, tak na způsobu a podmínkách jejich izolace. S tím pak souvisí 
i disociační schopnosti jednotlivých funkčních skupin a jejich afinita ke kovovým 
iontům. Tyto vlastnosti nezávisí pouze na typu funkční skupiny, ale též na jejím okolí, 
takže ve struktuře huminových kyselin najdeme vždy poměrně širokou distribuci 
hodnot disociačních konstant a též vazebných sil mezi aktivními centry a kovovými 
ionty. 
• Dále byla k charakterizaci huminových kyselin použita infračervená spektrometrie 
s Fourierovou transformací. Nejprve byly mezi sebou srovnány všechny nemetylované 
huminové kyseliny. Dochází zde pouze ke změně v případě HK 1 oproti ostatním 
vzorkům HK, a to v oblasti okolo vlnočtu 1 200–1 000 cm−1, která odpovídá absorpci 
fenolických a alifatických alkoholových skupin. U všech HK je v této oblasti 
především viditelný pík okolo 1 200 cm−1 , zatímco u HK 1 je výrazný pík okolo 
1 000 cm−1. Metylované HK se liší v několika oblastech vlnočtů. V oblasti vlnočtů 
3 000–2 800 cm−1 mají metylované HK rozsáhlejší pás díky provedené metylaci. 
Z toho vyplývá, že mHK obsahují více metylových skupin než nemetylované. Dále 
dochází ke zvětšení pásu v oblasti 1 750–1 735 cm−1, který odpovídá absorpci 
esterových skupin. Zase je to způsobené provedenou metylací a tedy zvýšením obsahu 
esterových skupin. U píků mHK okolo vlnočtu 1 450 a 1 250 cm−1 došlo k výraznému 
zvětšení oproti původním díky metylaci. Oblast okolo vlnočtu 1 450 cm−1 odpovídá 
absorpci etherických můstkových skupin a oblast okolo vlnočtu 1 250 cm−1 odpovídá 
přítomnosti vazby C–O. 
• Při studiu síly vazby mědi v huminových gelech byly použity dvě extrakční metody, 
kontinuální a frakční. Během kontinuální extrakce byly gely extrahovány postupně ve 
čtyřech extrakčních činidlech podle stoupající afinity ke kovovým iontům, zatímco 
během frakční extrakce byly gely extrahovány v jednotlivých činidlech. To znamená, 
že během kontinuální extrakce jsou jednotlivé frakce měďnatých iontů extrahovány 
nejprve vodou, poté MgCl2, HCl a nakonec NH4EDTA. V případě frakční extrakce 
jsou extrahovány vždy všechny frakce, které dokáže dané extrakční činidlo vytáhnout 
a to vždy z původního komplexu. Použitím různých extrakčních činidel lze extrahovat 
z huminového gelu různě vázané Cu2+ ionty. Od volné mobilní frakce, kterou lze 




a reziduální frakce (1M HCl a 0,025M NH4EDTA). Při kontinuální i frakční extrakci 
bylo dosaženo frakcionace Cu2+ iontů podle síly vazby v huminovém gelu. U frakční 
extrakce byla vyextrahovaná množství od sebe odečítána, protože silnější extrakční 
činidla dokážou vytáhnout i více frakcí. Síla vazby mědi v huminovém gelu závisí na 
poměru jednotlivých frakcí Cu2+ iontů. Se zvyšujícím se obsahem volné mobilní 
frakce klesá síla vazby mědi v huminových gelech. Naopak se zvyšujícím se obsahem 
silně vázané a reziduální frakce roste síla vazby mědi v huminových gelech. Po 
srovnání jednotlivých frakcí získaných při frakční extrakci bylo zřejmé, že všechny 
gely obsahovaly nejméně reziduální frakce a vždy nejvíce mobilní frakce. Výjimkou 
byl gel 5, kdy bylo vyextrahováno mnohem více reziduální frakce než iontově-
výměnné a silně vázané oproti ostatním gelům. Mohlo to být způsobeno tím, že tento 
gel byl vyroben z HK, která byla oproti ostatním izolovaná z jiné suroviny. A dále 
gel 4, kdy bylo vyextrahováno více reziduální frakce než silně vázané. V tomto 
případě to mohlo být způsobeno tím, že při izolaci byla tato HK nakonec vymražena 
místo sušení. Při kontinuální extrakci obsahovaly všechny gely minimální množství 
reziduální frakce, což bylo způsobeno tím, že HCl vyextrahovala veškerou silně 
vázanou a většinu reziduální frakce. U všech gelů byla v největším zastoupení volná 
mobilní frakce. V případě gelu 1 a 2 byly obsahy iontově-výměnné a silně vázané 
frakce přibližně stejné. U všech ostatních gelů následovaly obsahy jednotlivých frakcí 
měďnatých iontů řadu: mobilní > iontově-výměnná > silně vázaná > reziduální. 
• Dále byla srovnána celková adsorbovaná množství nebo množství jednotlivých frakcí 
s různými parametry charakterizujícími HK nebo jejich gely, z kterých vyplývají 
různé trendy. Byly zkoumány i jiné korelace, které nebyly v této práci použité 
a u kterých se neprojevily žádné trendy. Důvodem je, že huminové kyseliny jsou 
velmi složité materiály a na sílu vazby má vliv celá řada faktorů, které se vzájemně 
kombinují. A to způsobuje, že v některých korelacích nemusí být objeven žádný trend. 
Těmito faktory jsou zejména složení, struktura a vlastnosti huminových kyselin, obsah 
jejich funkčních skupin a distribuce pKa. Všechny tyto charakteristiky závisí jednak 
na původu huminových kyselin, tj. typu a vlastnostech zdrojové suroviny, jednak na 
způsobu a podmínkách jejich izolace, např. způsobu čištění vzorků, při kterém dochází 
k částečnému vymývání jejich rozpustných frakcí a tím ke změnám ve složení 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
UV-VIS ultrafialová a viditelná spektrometrie 
HL huminové látky 
HK huminové kyseliny 
FK fulvinové kyseliny 
IHSS International Humic Substances Society 
FT-IR infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací 
RPM otáčky za minutu (round per minute) 
